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PROTEINE MAJEURE DE LEISHMANIES , ACIDE 
NUCLEIQUE CODANT POUR CETTE PROTEINE ET LEURS 
APPLICATIONS. 

La presente invention concerne une nouvelle 
proteine majeure de leishmanies utile pour la 
preparation d'un vaccin contre les leishmanioses chez 
les mammiferes et plus particulierement chez 1 1 homme et 
le chien. 

Les leishmanioses sont des maladies 
endemiques d'origine parasitaire, dont les agents 
causales, les leishmanies, sont des protozoaires 
flagelles appartenant a 1 ' ordre des kinetoplastides et a 
la famille des trypanosomatides . Un grand nombre de 
types de leishmanies sont susceptibles d'infecter 
1 'homme; selon le type considere et les facteurs 
genetiques et immunologiques de l'hote, elles sont a 
1 ' origine de manifestations cliniques tres differentes. 
On distingue ainsi les leishmanioses cutanees, muco- 
cutanees et viscerales. Certaines de ces maladies, 
telles que les leishmanioses viscerales, sont fatales en 
1" absence de traitement, d'autres, comme les formes 
muco-cutanees , sont tres def igurantes . 

Bien qu'en pleine expansion chez 1 1 homme 
dans les regions tropicales, les leishmanioses sont 
essentiellement des maladies du chien, lequel est le 
principal reservoir du parasite. Dans les regions 
developpees, la progression de la leishmaniose canine 
est liee incontestablement a 1 1 accroissement du nombre 
de chiens domestiques. II n'est pas pratique aujourd'hui 
d'abattage systematique des chiens malades ou 
asymptomatiques et le traitement utilise a base de 
derives antimonies s ' avere d'autant plus decevant qu'une 
premiere cure entraine dans certains cas une guerison 
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apparente de 1 1 animal qui rechute souvent quelques mois 
plus tard. 

On sait par ailleurs que 1 ' immunodepression 
liee aux virus de 1 ' immunodef icience humaine favorise la 
survenue d' infections qualifiees d'opportunistes. Le 
parasite opportuniste vit en equilibre avec I'hote sain 
et n'entraine aucune manifestation pathologique . II a 
pour caracteristique de devenir pathogene en cas 
d f alteration des defenses immuni taires . L ' incidence 
elevee de la leishmaniose viscerale chez les patients 
infectes par le VIH amene a considerer qu'il s'agit bien 
la d'une infection opportuniste. L 1 etude poussee de la 
leishmaniose constitue done aujourd'hui un enjeu majeur 
en terme de sante publique. 

Le cycle de ces parasites est relativement 
simple et 1 1 on distingue deux formes, denommees 
promastigote et amastigote, qui infectent des hotes 
specif iques et qui different tant par la morphologie que 
par le metabolisme : 

- La forme promastigote, munie d'un long 
flagelle, se developpe dans le tractus digestif de 
dipteres hematophages vecteurs de la maladie, appeles 
communement phlebotomes et appartenant aux genres 
Phlebotomus, Lutzmya et Psycholopygus . 

- La forme amastigote, pourvue d'un tres 
court flagelle, se multiplie de maniere quasi exclusive 
dans les macrophages de certains mammiferes. 

Ainsi, lorsqu'un phlebotome infecte pique un 
mammifere pour se nourrir, il lui injecte des 
promastigotes ; ceux-ci sont rapidement phagocytes par 
les macrophages et se transforment en amastigotes. Apres 
plusieurs cycles de multiplication, chaque macrophage 
peut contenir des dizaines de parasites. On suppose qu 1 a 
ce stade, les macrophages eclatent et liberent les 
amastigotes qui peuvent propager 1 1 infection en 
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colonisant des macrophages sains. Si le repas sanguin 
d'un phlebotome est effectue sur un mammifere infecte, 
il peut etre contamine par des macrophages parasites; 
les amastigotes ainsi captes vont alors se transformer 
en promastigotes dans la lumiere du tube digestif des 
insectes, assurant la perpetuation du cycle. 

Le phlebotome transmet ainsi la maladie du 
chien au chien et du chien a l'homme. Ce qui explique 
que maladies humaines et animales sont etroitement 
liees . 

En outre, la plupart des leishmanies 
pathogenes pour l'homme peuvent egalement inf ester les 
rongeurs couramment utilises au laboratoire, lesquels 
developpent des pathologies souvent tres proches de 
celles rencontrees chez l'homme et constituent done des 
modeles experimentaux adaptes pour tester le pouvoir 
vaccinant d'antigenes. La sensibilite aux leishmanies 
des differentes lignees de souris syngeniques est sous 
controle genetique et depend essent iellement des 
immunites innees et acquises; ainsi les souris C57BI/6 
et C3H sont resistantes a 1 ' infection par diverses 
especes de leishmanies et d'autres, telles BALB/c sont 
particulierement sensibles . 

Les premiers essais de vaccination chez 
l'homme contre la leishmaniose viscerale ou cutanee ont 
utilise des souches parasites tuees par chauffage ou par 
irradiation; plusieurs essais cliniques ont ete 
effectues avec differentes souches comme Leishmania 
major, Leishmania mexicana ou Leishmania brasiliensis . 
Les resultats des essais realises avec L . Major, en 
presence de BCG comme adjuvant, montrent que des 
quantites tres importantes de parasites doivent etre 
injectees pour obtenir des niveaux de protection 
suffisants (WHO Special Programme for Research and 
Training in Tropical Diseases Progress Report 1991-1992). 
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II a aussi ete propose d'utiliser des 
fractions polypeptidiques de leishmania presentant des 
proprietes immunogenes , par exemple dans les Demandes de 
Brevet Frangais publiees sous les numeros 2 615 103, 
5 2 612 779 et 2 577 140. 

Les inconvenient s majeurs limitant 
1 ' utilisation de ces antigenes protecteurs pour la 
preparation de vaccins resident d'une part, dans les 
difficultes de production de ces fractions proteiques 
10 par extraction de tissus, et d ' autre part, dans le 

risque potentiel, bien que celui-ci soit toujours 
minime, d'effets indesirables lies a la mise en oeuvre 
de produits directement issus des parasites. 

Les developpement s de la biologie 
15 moleculaire permettent aujourd'hui de nouvelles 

approches de recherche et de production de proteines de 
leishmanies . 

Ainsi, plusieurs proteines ont ete recemment 
identifiees et testees a titre de vaccins sur des 

20 modeles de souris : 

La proteine la plus etudiee est la 
glycoproteine gp63 decrite par Etges R. , Bouvier J. et 
Bordier C. (J". Biol. Chem. 1986; 261:9098-9101). Le 
pouvoir vaccinant de cette proteine a ete teste sans 

25 succes chez la souris BALB/c (Russel D.G., Alexander J.; 

J. Immunol 1988; 140:1274-1279). Le clonage de la gp63 
(Button L.L., McMaster W.R. , J". Exp. Med. 1988; 167:724- 
729) a permis de preparer un peptide synthetique, 
lequel, associe a un adjuvant approprie, a permis 

30 d'obtenir une protection significative (Jardim A., 

Alexander J.; J. Exp. Med. 1990; 172:645-648 . Russo 
DM. , Turco S.J., Burns J.M. Jr., Reed SG . ; J. Immunol. 
1992; 148:202-207 . Russo DM. , Burns JM. Jr., Carvalho 
EM.; J\ Immunol. 1991; 147:3575-3580). 
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- Une autre glycoproteine de surface, d'un 
poids moleculaire de 46 kD, a egalement ete clonee 
(Lohman KL . , Langer PJ., McMahon-Pratt D.; Proc . Natl. 
Acad. Sci. USA 1990; 87:83 93-83 97) et testee. Cette 

5 proteine est capable de conferer chez la souris BALB/c 

une protection contre 1 ' infection par le parasite 
(Champsi J . , McMahon- Pratt D.; Infect. Immun. 1988; 
52:3272-3279) . 

Un antigene de surface original a 
10 egalement ete decrit comme susceptible de conferer une 

protection; il s'agit du lipophosphoglicanne aussi 
denomme "LPG" , un glycoconjuge exprime en abondance a la 
surface des promas t igotes et qui joue un role de 
recepteur lors de 1 ' invasion des macrophages (Handman 
15 E., Goding JW. ; EMBO J. 1985; 4:329-336). L ' immunisation 

de souris BALB/c avec 1 ' antigene LPG dans de 1' adjuvant 
de Freund induit une excellente protection contre 
1 ' infection par L. Major, apparemment selon un mecanisme 
"cellule T dependant" (Mitchell GF . , Handman E.; 
20 Parasitol Today 1985; 1:61-63 . Jardim A., Tolson DL., 

Turco SJ., Pearson TW. , Olafson RW. ; J. Immunol. 1991; 
147:3538-3544) . 

- Un antigene soluble de leishmania denomme 
"SLA" issu de promas t igotes et injecte 

25 intraperitonealement avec 1' adjuvant C. parvum, semble 

egalement proteger les souris BALB/c contre L. Major 
(Scott P., Pearce E. , Natovitz P., Sher A.; J. Immunol. 
1987; 139 : 221-227) . La separation de ce produit brut par 
HPLC a revele une sous-fraction unique responsable de 

30 1 1 immunisation (Scott P., Pearce E. , Natovitz P., Sher 

A.; J. Immunol. 1987; 139:3118-3125). Une proteine 
d 1 environ 10 kD a ete identifiee a partir d'un clone de 
cellules T protecteur issu d'une souris immunisee avec 
cette sous-fraction (Scott P., Caspar P., Sher A.; J. 

35 Immunol. 1990; 144:1075-1079). 
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Une autre approche pour la mise au point 
d'un vaccin contre la leishmaniose a consiste a isoler 
des lignees ou des clones de lymphocytes T protecteurs a 
partir de souris ayant resiste a 1 ' infection par le 
5 parasite; il a ete observe que 1' injection de ces clones 

a des souris susceptibles est capable d'induire une 
protection contre 1 1 infection (Scott, P., Natowitz, P., 
Coffman, R. , Pearce, E. & Sher, A.; J. Exp. Med. 1988; 
168:1675-1684). L'article de Scott P. et al . cite 

10 precedemment (Scott P., Caspar P., Sher A.; J. Immunol. 

1990; 144:1075-1079), decrit 1 ' obtention et la 
caracterisation d'un tel clone, denomme "Th9 . 1-2 " . 

II a par ailleurs ete observe par Locksley 
R. et al. (Reiner, S., Wang, Z.-E., Hatam, F., Scott, 

15 P., Locksley, R.; Science 1993; 259:1457-1460) que 

1 ' infection de souris par le parasite L . Major provoque 
la proliferation d'une sous-population de lymphocytes 
CD4 + porteurs d'un recepteur particulier qui utilise les 
regions V04 et VCX8 ; ces auteurs ont montre que c'est 

20 cette meme sous-population de lymphocytes qui prolifere 

chez les souris susceptibles et chez les souris 
resistantes suggerant ainsi que le meme antigene 
parasitaire constitue la cible principale des 
lymphocytes T chez les deux types de souris; ils ont par 

25 ailleurs montre que le clone de lymphocyte T Th9.1-2 

utilise egalement les regions V04 et Va8 . 

D'un point de vue purement academique, ce 
sont les reponses immunitaires se developpant aux cours 
d' infections murines dues a L. Major qui ont ete le plus 

30 etudiees. Ces travaux montrent que les lymphocytes T 

CD4+ jouent un role fondamental dans la resolution mais 
aussi dans 1 ' aggravation des lesions (Titus, R., 
Ceredig, R. , Cerottini, J.-C, Louis, J.; J. Immunol. 
1985, 135:2108-2114). Tant chez les souris resistantes 

35 que susceptibles, on note respectivement une expression 
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pref erentielle de lymphocytes T CD4+ TH1 et TH2 . Les 
experiences realisees sur la souris BALB/c, tres 
sensible a L . major, ont permis de confirmer les 
correlations entre : 

- le phenotype resistant et la reponse 
lymphocytaire de type TH1 , et, 

- le phenotype susceptible et la reponse 
lymphocytaire de type TH2 . 

Les lymphocytes T CD4+ TH1 et TH2 sont 
caracterises par le panel de lymphokines qu'ils 
secretent, et c'est precisement par le biais de ces 
lymphokines que les differents types de lymphocytes T 
CD4+ limitent ou favorisent 1 1 infection par le parasite. 

Les lymphocytes TH1 produisent de 
1 ' interleukine-2 et de 1 1 interferon y, lequel active les 

macrophages et les rend leishmanicides (Locksley, R. M. 
and P. Scott.; Jmmunologry Today, 1991; 58-61). 

Les lymphocytes TH2 produisent de 
1 9 interleukine-4 ou de 1 1 interleukine-10 , qui peuvent 
d'une part, bloquer 1' activation des macrophages par 
1 ' interferon y, et d* autre part, inhibent la production 

des lymphokines synthetisees par les lymphocytes TH1 
(Locksley, R. M. and P. Scott.; Jmmunologry Today, 1991; 
58-61) . 

Si la presence de ces lymphokines semble une 
condition necessaire au developpement d 1 un phenotype 
donne, elle n'est pas suffisante puisque le traitement 
de souris genetiquement resistantes ou sensibles avec 
respectivement de 1 1 interleukine-4 ou de 1' interferon y 

n'a pas d f effet a long terme sur des lesions. Cependant, 
1" injection d ' interleukine-4 a des souris resistantes 
infectees induit une reponse transitoire de type TH2 et 
1' injection d' interferon ya des souris sensibles 
infectees provoque la synthese d' interferon y endogene et 
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diminue la production d ' interleukines 4 et 5 (Locksley, 
R. M. and P. Scott.; Immunology Today, 1991; 58-61). 

Par ailleurs, des etudes recentes ont montre 
que 1 1 interleukine 12 (IL-12) jouait un role determinant 
5 dans le developpement des lymphocytes T de type Thl 

(Hsieh, C.-S., Heimberger, A.B., Gold, J.S., O'Garra, A. 
& Murphy, K.M. ; Proc . Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1993; 89: 
6065). En fait, 1 1 administration d'IL-12 recombinante a 
des souris susceptibles de la souche BALB/c provoque la 

10 guerison de ces animaux lorsqu ! ils sont infectes par le 

parasite Leishmanla major (Heinzel, F.P., Schoenhaut, 
D.S., Rerko, R . M . , Rosser, L.E., Gately, M.K.; J. Exp. 
Med., 1993; 177:1505). De plus, la neutralisation de 
1' IL-12 conduit a un developpement de la maladie chez 

15 des souris genetiquement resistantes a 1 ' infection par 

ce parasite (Sypek, J. P., Chung, C.L., Mayor, S.E.H., 
Subramanayam, J.M. , Goldman, S.J., Sieburth, D.S., Wolf, 
S.F., Schaub, R.G; J". Exp. Med., 1993; 177:1797). Cet 
ef f et peut etre la consequence indirecte de 1 ' induction 

20 d' interferon y et peut etre regule negativement par IL- 

10 (Heinzel, F.P., Schoenhaut, D.S., Rerko, R.M., 
Rosser, L.E., Gately, M.K.; J". Exp . Med., 1993 ; 
177:1505) . 

On sait en outre que 1' activation des 
25 lymphocytes T CD4+ necessite 1 1 intervention de cellules 

accessoires capables de presenter des antigenes 
parasitaires dans le contexte de molecule de classe II 
specif iees par le complexe majeur d 1 histocompatibility . 
En effet, les antigenes proteiques ne sont pas reconnus 
30 sous leur forme native par les lymphocytes CD4+, mais 

requierent un traitement prealable consistant le plus 
souvent en une proteolyse menagee generatrice de 
peptides immunogenes capables de se lier aux molecules 
de classe II (Fundamental Immunology, third edition, 
35 Raven Press, 1993). 
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Les cellules presentatrices d'antigenes qui 
sont impliquees dans le developpement des lymphocytes T 
CD4 + specif iques de leishmanies n'ont pas encore ete 
caracterisees , mais plusieurs candidats sont envisages, 
5 tels que les lymphocytes B, les macrophages infectes ou 

non infectes (Prina, E. , C. Jouanne, S. D. S. Lao, A. 
Szabo, J. G. Guillet and J. C. Antoine.; J. Immunol., 
1993; 151:2050-2061) . Les macrophages jouent en effet un 
role ambivalent dans les processus lies a 1 ' infection 

10 par les leishmanies; ils representent a la fois les 

cellules hotes indispensables a la croissance des 
parasites et les cellules qui, une fois activees, vont 
developper des mecanismes leishmanicides (Locksley, R. 
M. and P. Scott.; Immunology Today, 1991; 58-61) 

15 Les Inventeurs ont mis a profit 1 ' ensemble 

des connaissances academiques precedentes pour 
entreprendre une strategie de recherche efficace 
permettant d' identifier de nouvelles proteines du 
parasite L . Major, utiles pour la preparation d'un 

20 vaccin contre differentes souches du parasite Leishmania 

chez 1 * homme et 1 1 animal . 

La strategie suivante a ete mis en oeuvre : 
- II a tout d'abord s f agit d' identifier un 
antigene de L. Major reconnu par le clone Th9.1-2.; pour 

25 ce faire une technique de clonage par expression a ete 

utilisee. Cette technique a consiste a construire une 
banque d'ADN complementaire du parasite L. Major dans un 
vecteur procaryote, a exprimer les proteines 
recombinantes dans la bacterie et a purifier lesdites 

30 proteines sur des colonnes d'af finite; puis, les 

proteines recombinantes ainsi obtenues, ont ete testees 
pour leur capacite a induire la secretion 
d ' interleukine-2 par les cellules d'un hybridome, 
denorame ci-apres LMR16.2, prepare a partir du clone T 

35 protecteur TH9.1-2. Parmi les 50 lots de 5000 clones qui 
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ont ainsi ete fabrigues et testes, les Inventeurs ont 
identifie un clone exprimant une proteine recombinante 
de 24 Kd qui sera denommee dans ce qui suit "proteine 
p24" . 

5 - Dans un second temps, le plasmide dont est 

porteur le clone correspondant a la proteine p24 a ete 
etudie, et un insert de 582 paires de bases a ete 
identifie. Les Inventeurs ont observe que cet insert 
s'hybride dans des conditions de forte stringence avec 

0 deux especes d'ARN messagers de la forme promastigote de 

L. Major de 1500 et 1800 nucleotides. La taille de cet 
insert etant inferieure a celles des ARNm correspondant, 
les Inventeurs ont clone l'ADN complementaire complet 
correspondant a la proteine p24. II a ete ainsi 

5 caracterise un acide nucleique de 1070 paires de bases 

comprenant une sequence de 93 6 nucleotides codant pour 
une proteine de 312 acides amines et d'un poids 
moleculaire de 3 5 Kd qui sera denommee dans ce qui suit 
"proteine p35" . 

0 Des experiences d ' hybridation moleculaires 

en conditions stringentes ont egalement montre que des 
ARN messagers homologues etaient presents chez d'autres 
souches du parasite Leishmania (L. donovani , L. 
amazonensis , L . chagasi, L. braziliensis , L . guyanensis , 

5 L . panamensis , L . tropica, L . mexicana) . On connait en 

effet un grand nombre de types de leishmanies, mais il a 
ete montre, par exemple dans la Demande de Brevet 
Europeen publiee sous le numero 197 062, que les 
differentes especes de leishmanies possedaient des 

0 determinants antigeniques communs induisant la 

protection d'anticorps neutral isants et done 
susceptibles d'etre utilises dans la vaccination contre 
les differentes especes de parasites. 

La presente invention a done pour support 

5 1 1 identification d'une nouvelle proteine majeure de 
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leishmanies utile principalement pour la preparation 
d'un vaccin contre la leishmaniose chez les mammif eres , 
et plus particulierement chez l'homme et le chien. 

C'est pourquoi , 1 ' invention a tout d'abord 
5 pour objet / une proteine comprenant la sequence de 312 

acides amines representee dans la SEQ ID NO:l de la 
liste de sequences en annexe, ou une forme modifiee ou 
une partie de celle-ci des lors qu'elle est reconnue par 
des anticorps anti-p35. De tels anticorps sont presents 

10 chez les animaux infectes par le parasite L. Major, mais 

peuvent aussi etre prepares au laboratoire. 

Les techniques permettant la preparation 
d' anticorps monoclonaux ou polycolonaux diriges contre 
la proteine p3 5 ou une forme modifiee ou une partie de 

15 celle-ci sont bien connues de l'homme du metier. 

Les anticorps polyclonaux sont prepares par 
immunisation en injectant a un animal, par exemple un 
lapin ou une souris, une quantite appropriee de la 
proteine p35 preparee soit par extraction et 

20 purification de materiel biologique de L . Major, soit 

par synthese chimique de la sequence de 312 acides 
amines representee dans la SEQ ID N0:1 de la liste de 
sequences en annexe, soit encore par expression de l'ADN 
codant pour la proteine p3 5 dans un hote. 

25 Les anticorps monoclonaux sont produits par 

tout hybridome prepare selon les methodes de fusion 
cellulaire entre des cellules spleniques, activees in 
vitro par la proteine p3 5 ou provenant d'un animal 
immunise contre ladite proteine, et des cellules d'une 

30 lignee de cellules myelomateuses . 

Ces anticorps, ainsi que ceux prepares a 
partir d'un fragment de la proteine p3 5 seule ou 
associee a une molecule porteuse sont utiles pour le 
depistage immunologique in vitro d'une leishmaniose, et 

35 font done egalement partie de 1* invention. 
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La proteine de 1 1 invention peut etre aussi 
un fragment polypeptidique ou peptidique de la sequence 
en acides amines representee dans la SEQ ID NO:l de la 
liste de sequences en annexe. II s'agit alors de 
5 fragments representant plus de 10 acides amines 

consecutifs de ladite sequence. L* invention englobe, 
egalement les proteines, polypeptides et peptides 
modifies ne se distinguant des precedents que par 
substitutions et/ou addition et/ou suppression de un ou 
10 plusieurs acides amines, des lors qu f ils conservent au 

moins 40 % d'homologie avec la sequence dont ils 
derivent . 

Une proteine particuliere selon 1 ' invention 
comprend la partie N terminale de la sequence de la 

15 proteine p35 representee dans la SEQ ID NO:l de la liste 

de sequences en annexe. A titre specif ique, on peut 
citer la proteine p24 dont la sequence est delimitee par 
les acides amines situes aux positions 143 et 312 dans 
la SEQ ID NO:l. Coitime indique precedemment , l 1 invention 

20 concerne aussi les peptides representant plus de 10 

acides amines consecutifs de ladite sequence et 
notamment ceux recouvrant la sequence de la proteine 
p24. Les Inventeurs ont identifie parmi ceux-ci, un 
peptide de 18 acides amines delimites par les acides 

25 amines situes aux positions 156 et 173 dans la SEQ ID 

NO:l et portant 1 ' epitope reconnu par l'hybridome 
LMR16.2 et par le clone Th9.1-2; ce peptide repond a la 
formule suivante : 

lie Cys Phe Ser Pro Ser Leu Glu His Pro lie Val Val Ser 

30 Gly Ser Trp Asp. 

L' invention concerne aussi un conjugue 
presentant des proprietes antigeniques , constitue par 
une proteine conforme a 1 ' invention couplee, par exemple 
par covalence, a une molecule porteuse telle que la 

35 serum albumine . 
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Une proteine conforme a 1 ' invention peut 
etre preparee par synthese chimique ou peut etre 
produite par genie genetique dans differentes cellules 
hotes selon la technique des ADN recombinants . 
5 La synthese chimique consiste par exemple a 

condenser plusieurs fragments prealablement formes par 
couplages successifs des differents acides amines, en 
prenant soin de proteger toutes les fonctions reactives 
portees par les acides amines exceptees les fonctions 

10 amine et carboxylique engagees dans la liaison 

peptidique formee lors de la condensation. 

La presente invention s'interesse plus 
particulierement a la synthese dirigee par 1 1 acide 
nucleique codant pour la proteine p3 5 ou une forme 

15 modifiee ou une partie de celle-ci. 

C'est pourquoi, 1 1 invention a egalement pour 
objet un acide nucleique codant pour la proteine p3 5 ou 
une forme modifiee ou une partie de celle-ci. 

Un acide nucleique selon 1 ' invention 

20 comprend la sequence nucleotidique representee dans la 

SEQ ID NO:l de la liste de sequences en annexe, ou une 
forme modifiee ou une partie de celles-ci des lors 
qu'elle est capable de s'hybrider avec ladite sequence 
ou avec son complement aire . 

25 L 1 invention concerne en effet tout fragment 

de 1* acide nucleique representee dans la SEQ ID NO:l de 
la liste de sequences en annexe, ou tout acide 
nucleique ne se distinguant des precedents que par des 
substitutions et/ou addition et/ou suppression de un ou 

30 plusieurs nucleotides, du fait notamment de la 

degenerescence du code genetique, des lors que ces 
acides nucleiques peuvent s'hybrider avec la sequence 
nucleotidique representee dans la SEQ ID NO : 1 de la 
liste de sequences en annexe, dans les conditions de 

3 5 stringence definies ci-apres : 
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- traitement de pre-hybridation du support 
sur lequel on fixe 1 ' acide nucleique representee dans la 
SEQ ID NO:l de la liste de sequences en annexe, a 42°C, 
pendant 12 0 minutes avec une solution de pre-hybridation 

5 constitute de : formamide 50%, NaCl 900 mM, Na Citrate 

90 mM, SDS 1%, ADN de thymus de veau 100 |Lig/ml, solution 
de Denhart 5X; 

hybridation avec 1' acide nucleique 
complementaire pendant 18 heures a 42°C dans une 
10 solution constitute de : formamide 50 %, NaCl 900 mM, 

Na Citrate 9 0 mM, SDS 1 %, ADN de thymus de veau 
100 (i.g/ml, solution de Denhart 5X, sulfate de dextran 
40%; 

- 3 lavages de 3 0 minutes a 42°C avec une 
15 solution constitute de : NaCl 300 mM, NaCitrate 30 mM, 

SDS 0,1%. 

Parmi les fragments d' acide nucleiques 
definies ci-dessus, 1 ' invention concerne tout 
particulierement ceux constituant des sondes 

20 moleculaires ou ceux comprenant environ 10 paires de 

base et constituant des amorces oligonucleot idiques 
utiles a une reaction de polymerisation en chaine. Ces 
sondes et ces amorces constituent des outils avec 
lesquels 1 ' homme du metier est a meme de doner des 

25 sequences nucleotidiques homologues chez dif ferentes 

souches du parasite Leishmania. qui entre dans le cadre 
de la presente invention. 

La sequence nucleotidique representee dans 
la SEQ ID NO : 1 de la liste de sequences en annexe 

30 comporte une region 5' non codante de 71 nucleotides. Le 

codon ATG situe aux positions 72, 73, 74 ouvre un cadre 
de lecture de 93 6 nucleotides. Le codon stop TAA situes 
aux positions 1008, 1009, 1010 est suivi d'une region 3' 
non codante de 63 nucleotides . 
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La sequence d'un acide nucleique conforme a 
1* invention comprend la sequence d'ADN delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 72 et 1010 de la 
sequence nucleotidique representee dans la SEQ ID N0:1 
5 de la liste de sequences en annexe, codant pour la 

proteine p3 5 de 312 acides amines. La sequence d'ADN 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 498 
et 1010, code pour la proteine p24 correspondant a la 
partie N terminale de la proteine p3 5. 

10 L 1 invention a aussi pour objet tout acide 

nucleique recombinant qui comprend au moins un acide 
nucleique codant pour tout ou partie de la proteine p3 5, 
associe avec un promoteur et/ou un terminateur de 
transcription reconnu par les enzymes de la cellule hote 

15 dans laquelle ledit acide nucleique recombinant est 

introduit. Avantageusement 1' acide nucleique recombinant 
selon 1 ' invention est introduit dans une cellule hote au 
moyen de vecteurs; le vecteur ainsi que les signaux de 
controle de 1" expression de 1' acide nucleique 

20 recombinant sont choisis en fonction de la cellule hote, 

eucaryote ou procaryote, dans lequel il est place. Le 
vecteur peut etre un plasmide mais aussi un vecteur 
viral capable d'infecter la cellule hote. Les techniques 
permettant le clonage et 1' expression d'un acide 

25 nucleique recombinant dans differentes cellules hotes 

sont connues de 1 1 homme du metier; elles seront 
illustrees dans la description des exemples qui suit, 
etant entendu que d'autres vecteurs et cellules hotes 
peuvent etre utilises. 

30 L 1 invention concerne done egalement les 

cellules eucaryotes ou procaryotes transformees 
contenant au moins un acide nucleique recombinant decrit 
ci-dessus. Ces cellules transformees sont utiles pour la 
production d * une proteine selon 1' invention. Ces 

35 techniques de recombinaison et de transformation 
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permettent la production desdites proteines incompletes 
ou fusionnees a d'autres proteines afin de favoriser une 
meilleure expression ou une excretion desdites proteines 
hors de la cellule hote. 
5 L ' invention concerne plus particulierement 

les virus recombinants vivants, avantageusement 
inactives, tels que les virus de la vaccine, les 
baculovirus, utiles pour la preparation de compositions 
vaccinantes . 

10 L' invention concerne aussi une methode de 

depistage in vitro d'une infection par un parasite 
responsable de la leishmaniose dans un prelevement 
biologique. Une telle methode peut etre realisee grace a 
la proteine de 1' invention, ou un anticorps dirige 

15 contre cette proteine, ou encore a 1 ■ aide des sondes 

decrites precedemment . 

La methode de depistage in vitro mettant en 
oeuvre des anticorps, pref erentiellement monoclonaux, 
comprend les etapes suivantes : 

20 - la mise en contact d 1 un anticorps 

reconnaissant specif iquement la proteine p3 5 ou un 
fragment de cette proteine conforme a 1' invention, avec 
un prelevement biologique d'un sujet susceptible d'etre 
infecte par un parasite responsable de leishmaniose, 

25 dans des conditions permettant la formation d'un 

complexe immunologique entre ledit anticorps et les 
proteines antigeniques contenus dans le prelevement; 

- la detection dudit complexe par tout moyen 
approprie connu de l'homme du metier. 

30 Avantageusement les anticorps mis en oeuvre 

dans cette methode sont marques, par exemple de maniere 
radioactive ou au moyen de reactif enzymatique. 

Des variantes ou per f ectionnements de la 
methode precedente sont bien connus de 1 ' horame du 

35 metier; il s ' agit par exemple de la methode ELISA, de la 
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detection des complexes immunologiques a 1 ' aide 
d ' immunoglobulines marquees, de techniques 
immunoenzymat iques par competition, ou encore de 
1 ' utilisation de plusieurs anticorps dont un au moins 
5 est specif ique de tout ou partie de la proteine p35. 

Le prelevement biologique sur lequel est 
realise le depistage selon 1 ' invention est 
pref erentiellement le sang. 

L' invention a en consequence pour objet les 
10 trousses de diagnostic pour la mise en oeuvre du procede 

precedent. A titre d'exemple, une telle trousse comprend 
notamment : 

- une quantite determinee d'un anticorps 
conforme a 1' invention, 

15 - un milieu approprie a la formation de 

complexes immunologiques entre les proteines 
antigeniques contenues dans le prelevement analyse et 
ledit anticorps, 

- des reactifs permettant la detection des 
20 complexes eventuellement formes, 

- eventuellement des echantillons temoins. 
Le depistage in vitro d'une infection par un 

parasite responsable de la leishmaniose , selon une 
technique immunologique , peut aussi etre realisee a 

25 1 ■ aide d'un agent de diagnostic constitue d'une ou 

plusieurs proteines de 1' invention, d'un conjugue ou 
d'une composition antigenique conformes a 1' invention. 

Selon ce mode de realisation, on met en 
contact 1 ' agent de diagnostic defini ci-dessus, avec un 

3 0 prelevement biologique, dans des conditions permettant 

la formation d'un complexe immunologique entre ledit 
agent de diagnostic et les anticorps anti-p35 
eventuellement presents dans le prelevement analyse, 
puis 1 ' on revele 1 1 eventuel complexe par tout moyen 

3 5 approprie connu de I'homme du metier. 
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L' invention concerne done aussi les 
composition antigeniques precedentes ainsi que les 
trousses pour le depistage d'une infection par le 
parasite responsable de la leishmaniose, mettant en 
5 oeuvre ladite composition ou une proteine ou conjugue de 

1' invention, selon le procede decrit ci-dessus. A titre 
d'exemple, une telle trousse comprend notamment : 

- une quantite determinee d'au moins une 
proteine selon 1 ' invention ou d'un conjugue ou d'une 

10 composition antigenique conforme a 1* invention, 

- un milieu approprie a la formation de 
complexes immunologiques entre les anticorps contenus 
dans le prelevement analyse et ladite composition 
antigenique, 

15 - des reactifs permettant la detection des 

complexes eventuellement formes, 

- eventuellement des echantillons temoins. 
Outre le depistage d'une infection par un 

parasite responsable de la leishmaniose, le but 

20 essentiel de 1 ' invention est de permettre la conception 

et la fabrication de compositions vaccinantes efficaces 
tant chez l'homme que 1 ' animal contre les differentes 
especes de leishmanies. 

Ce but est atteint grace a des compositions 

25 pharmaceutiques utiles comme vaccins chez 1 ' homme ou 

1 1 animal contre la leishmaniose, caracterisees en ce 
qu'elles comportent a titre d' agent actif au moins une 
proteine selon l 1 invention eventuellement dans un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

30 L 1 invention concerne plus particulierement 

des vaccins vivants, caracterises en ce qu'ils 
contiennent des micro-organismes recombinants vivants, 
tels que des virus et des bacteries, qui expriment une 
proteine de 1' invention, eventuellement presentes dans 

35 un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Parmi, lesdits micro-organismes recombinants 
vivants, 1 1 invention envisage a titre specif ique un 
virus de la vaccinne recombinant vivant et le Bacille de 
Calmette Guerin (BCG) . 
5 Les compositions vaccinantes selon 

1 ' invention pourront comprendre outre 1 ' agent actif 
conforme a 1 1 invention un autre constituant actif 
capable de renforcer la protection induite par ledit 
agent actif de 1' invention. On peut citer comme exemples 

10 de tels constiuants actif s accessoire 1 'Adjuvant de 

Freund Complet, 1' Adjuvant de Freund Incomplete le RIBI, 
1 ' inter leukine 12 recombinante , des bacteries de la 
souche Corynebacterium parvum. 

Ces vaccins sont sous forme administrable 

15 par exemple par injection et dans ce cas le vehicule 

pharmaceutiquement acceptable est aqueux. 

Le processus de vaccination ainsi que les 
doses d ' agent actif devront etre adaptes au type de 
vaccin utilise ainsi qu 1 au mammifere auquel il est 

20 administre. 

D'autres avantages et caracter istique de 
1 1 invention apparaitront au cours de la description qui 
suit et qui se refere a des exemples notamment de 
clonage de l'acide nucleique codant pour la proteine 
25 p35, etant entendu que ces exemples ne sauraient 

constituer une limitation quelconque de l'objet de 
1 ' invention. 



I - Principe de la strategic utilisee . 

30 

L ' identification d'un antigene majeur du 
parasite L. Major, a ete realisee selon une methode de 
clonage par expression utilisant la construction dans un 
vecteur procaryote d'une banque d'ADN complementaire de 
35 parasite, 1' expression des proteines recombinantes dans 
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la bacterie et leur purification sur des colonnes 
d 1 af finite. 

Ces proteines recombinantes ont ensuite ete 
testees pour leur capacite a induire la secretion 
5 d' interleukine-2 par les cellules d'un hybridome LMR16.2 

obtenu a partir du clone T protecteur Th9.1-2. 

1) Description du clone T protecteur Th9.1-2 
Le clone Th9.1-2 a ete isole a partir d'une 

lignee cellulaire qui a ete elle-meme preparee a partir 
de souris de la souche BALB/c immunisees avec des 
parasites inactives. Ce clone reagit avec une fraction 
proteique preparee a partir de promastigotes du parasite 
Leishmania major et avec des extraits solubles des 
parasites Leishmania donovani , Leishmania braziliensis 
et Leishmania amazonensis. En outre, 1' injection des 
cellules de ce clone a des souris de la souche BALB/c 
protege ces souris de 1 ' infection par le parasite 
Leishmania major (Scott, P., Caspar, P., Sher, A., J. 
Immunol. 1990, vol. 44, pages 1075-1079). 

2) Description de l'hvbridome LMR16.2. 

Cet hybridome a ete obtenu en fusionnant 

des cellules du clone Th9.1-2 avec des cellules de 
25 lymphome mutantes, cellules BW5147 0C-(3- (Coligan, J.E. , 

Kruisbeek, A., Margulies, D.H., Shevach, E.M., Strober, 
W. , Currents Protocols in Immunology 1993, Greene, 
Editions Wiley - Interscience ) , def icientes pour 
1' expression du recepteur T. 
30 Comme les cellules du clone Th9.1-2, les 

cellules de 1' hybridome LMR16.2 utilisent les regions 
V(34 et V0C8 du recepteur T. En outre, ces cellules 

LMR16.2 secretent de 1 1 interleukine-2 en presence 
d' extraits bruts de parasite Leishmania major et de 
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cellules presentatrices (cellules de rate) preparees a 
partir de souris BALB/c. 

II - production des proteines 

5 recombinant es » 

Une banque d ' ADN complementaire a ete 
construite en utilisant comme source d 1 ARN des 
promastigotes du parasite Leishmania major. 

10 De 1 1 ARN total a ete prepare a partir de 

promastigotes metacycliques et utilise pour la 
preparation d ' ARN polyA 4 *. Le vecteur utilise pour la 
construction de la banque est un derive du vecteur pET3a 
(commercialise par la societe NOVAGEN) qui a ete modifie 

15 de maniere a introduire en aval du codon d' initiation de 

la traduction une sequence nucleotidique codant pour 6 
residus histidine consecutifs. 

Une banque d' environ 10 6 clones a ete 
obtenue et ces clones ont ete regroupes en lots de 5000. 

20 Les bacteries correspondantes ont ete 

congelees et des fractions aliquotes utilisees pour la 
production de proteines recombinantes . 

Ces proteines ont ete produites apres 
infection des bacteries par le bacteriophage CE6 

25 (commercialise par la societe NOVAGEN) selon un 

protocole recommande par le constructeur. 

Les proteines recombinantes ont ete 
purifiees sur des colonnes d'af finite (resine Ni-NTA 
commercialisee par la societe QUIAGEN) selon un 

3 0 protocole recommande par le constructeur, puis dialysees 

extensivement contre du milieu de culture (DMEM) selon 
un protocole classiquement utilise (Ausubel, F.M., 
Brent, R. , Kingston, R.E., Moore, D.D., Seideman, J.G., 
Smith, J. A. , Struhl, K. , Currents Protocols in Molecular 

35 Biology 1993, Greene, Editions Wiley - Interscience) . 
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III - Identification des clones 

positif s . 

Des cellules de I'hybridome LMR16.2 ont ete 
5 utilisees comme sondes pour le criblage proprement dit 

de la banque, 

Le criblage a ete effectue en incubant les 
echantillons contenant les proteines recombinantes 
(50 \Xl) pendant 24 heures dans les puits d'une plaque de 

10 microtitration de 96 puits (commercialise par la Societe 

COSTAR) avec des cellules de rate preparees a partir 
souris BALB/c (10^ cellules par puit) et les cellules de 
I'hybridome LMR16.2 (10^ cellules par puit) dans un 
volume total de 200 |ll . 

15 Les lots de clones positifs ont ete 

identifies en mesurant la presence d ' interleukine-2 dans 
les surnageants de culture en utilisant des cellules 
indicatrices CTLL-2 (Coligan, J.E., Kruisbeek, A . , 
Margulies, D.H., Shevach, E.M., Srober, W. , Currents 

20 Protocols in Immunology 1993, Greene, Editions Wiley - 

Interscience) dependantes de 1 * interleukine-2 pour leur 
croissance . 

Les preparations de suspensions 

cellulaires, la mise en culture des cellules, la methode 
25 de dosage de 1 ' interleukine-2 sont des techniques 

classiquement utilisees (Coligan, J.E., Kruisbeek, A., 
Margulies, D.H., Shevach, E.M. , Srober, W. , Currents 
Protocols in Immunology 1993, Greene, Editions Wiley - 
Interscience) . 



30 



IV - Caracterisation d ' un c lone 

positif . 



Le criblage de 50 lots de 5000 clones a 
35 permis d 1 identifier un clone, denomme 23.12.10.33, 
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exprimant une proteine recombinante de 2 4 kilodaltons 
(proteine p24) . 

Cette proteine recombinante produite apres 
induction du clone 23.12.10.33 par infection avec le 
5 bacteriophage CE6, et purifiee sur des colonnes 

d'af finite en billes de Nickel-agarose, induit la 
secretion d ' interleukine-2 par les cellules de 
1 1 hybr idome LMR1 6.2. 

La figure 1 en annexe represente la 
10 production d' interleukine-2 , exprimee en unite 

arbitraires OD (560 run), par les cellules de I'hybridome 
LMR16.2 apres incubation pendant 24 heures avec des 
cellules de rate de la souris BALB/c et des quantites 
variables de proteine p24 (p24) ou d'extraits bruts 
15 (LmAg) prepares a partir de promastigotes du parasite 

Leishmania major. La preparation des surnageants 
cellulaires et la methode de dosage de 1 1 interleukine-2 
sont celles classiquement utilisees (Coligan, J.E., 
Kruisbeek, A., Margulies, D.H., Shevach, E.M., Srober, 
20 W. , Currents Protocols in Immunology 1993, Greene, 

Editions Wiley - Interscience) . 

En outre, la proteine p24 induit la 
production d' interferon y par les cellules du clone 

Th9.1-2. 

25 La figure 2 en annexe represente la 

production d' interferon y, exprimee en unites par ml, 

par les cellules du clone Th9.1-2 apres incubation 
pendant 24 heures avec des cellules de rate de souris 
de la souche BALB/c et des quantites variables de 
30 proteine p24 (rec.prot.) ou d'extraits bruts (LmAg) 

prepares a partir de promastigotes du parasite 
Leishmania major. La preparation des surnageants 
cellulaires et la methode de dosage de 1 1 interferon y 

sont celles classiquement utilisees (Coligan, J.E., 
35 Kruisbeek, A., Margulies, D.H. , Shevach, E.M., Srober, 
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W. , Currents Protocols in Immunology 1993, Greene, 
Editions Wiley - Interscience) . 

V - Identification de l'epitope 
reconmi par l'hvbridome LMR16.2 et par le clone 
TH9 .1-2, 

Afin d' identifier le peptide antigenique 
avec lequel reagit l'hybridome LMR16.2, des peptides 
recouvrants de 18 acide amines ont ete synthetises a 
partir de la sequence de la proteine p24. 

Ces peptides ont ensuite ete incubes avec 
les cellules de l'hybridome LMR16.2 et des cellules de 
rate preparees a partir de souris BALB/c. Apres 24 
heures d ' incubation, les surnageants de culture ont ete 
recoltes et testes pour la presence d 1 interleukine-2 . 

Ces experiences ont permis d' identifier un 
peptide de 18 acides amines qui stimule la secretion 
d' interleukine-2 et qui est egalement capable de 
stimuler les cellules du clone Th9.1-2 pour la secretion 
d* interferon y. 

Ce peptide de 18 acides amines est delimite 
par les acides amines situes aux positions 156 et 173 
dans la SEQ ID N0:1 et repond a la formule suivante : 
lie Cys Phe Ser Pro Ser Leu Glu His Pro lie Val Val Ser 
Gly Ser Trp Asp. 

VI - Ii'ARN messaaer correspondant a la 
proteine recombinant e p24 est fortement conserve 
entre differentes souches de parasite I»e i shmania. 
ma ?or. 

Le plasmide dont est porteur le clone 
23.12.10.33 contient un insert de 582 paires de bases 



WO 95/30006 PCT/FR95/00529 

25 



clone entre les sites EcoRl et Hindlll du vecteur 
pET3a-d9 et dont la sequence a ete determinee. 

La sequence nucleotidique de cet insert est 
representee a la figure 3 . Cette sequence contient une 
5 phase de lecture correspondant a une proteine d'un poids 

moleculaire de 24 kilodaltons (216 acides amines) se 
decomposant en une sequence leader de 5 kilodaltons (45 
acides amines) codee par le vecteur (sequence soulignee 
dans la figure 3) et une sequence de 19 kilodaltons (171 

10 acides amines) correspondant a la phase ouverte de l'ADN 

complementaire . 

L' insert du clone 23.12.10.33 hybride avec 
deux especes d'ARN messagers de la forme promastigotes 
du parasite Lei shmania major de 1300 et 1800 

15 nucleotides dans des conditions de fortes stringences . 

Des experiences d ' hybridation moleculaire en 
conditions stringentes ont egalement montre que des ARN 
messagers homologues etaient presents chez d'autres 
souches du parasite Lei shmania (L. donovani , L . 

20 amazonensis , L. chagasi, L. braziliensis , L. guyanensis, 

L. panamensis , L. tropica, L . mexicana) . La figure 5 
represente une autoradiographie obtenue apres 
hybridation d'une sonde moleculaire radioactivement 
marquee preparee a partir de l'acide nucleique 

25 correspondant a la SEQ ID N0:1 avec des ARN totaux 

prepares a partir de promastigotes de dif ferentes 
souches de Leishmania (10 |lg par piste) , dans les 

conditions de stringences suivantes : 6 X SSC , 50% 
formamide, 42°C. Les techniques utilisees pour la 
30 preparation des ARN, la separation de ces ARN par 

electrophorese en gel d' agarose et 1 ' hybridation avec 
une sonde moleculaire sont celles classiquement 
utilisees (Ausubel, F.M., Brent, R. , Kingston, R.E., 
Moore, D.D, Seideman, J.G., Smith, J. A. , Struhl, K., 
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Currents Protocols in Molecular Biology 1993, Greene, 
Editions Wiley - Interscience) . 

VII - Obtention d ' un ADN 

5 complement air e complet correspondant a la 

proteine d24. 



La taille de 1 ' insert du clone 23.12.10.33 
etant inferieure a celles des ARN messagers 

10 correspondants, un ADN complement aire complet 

correspondant a cette proteine a ete clone. 

Pour cela, il a ete exploite une 
particularity des ARN messagers du parasite Leishmanial 
qui est de posseder a leur extremite 5 ' une sequence 

15 leader de quelques dizaines de nucleotides. 

De 1 1 ARN polyA 4 " de promastigotes du parasite 
Leishmania major a ete prepare et utilise comme matrice 
pour synthetiser de 1 ' ADN complementaire en presence de 
1 1 enzyme transcriptase reverse commercialise par la 

20 Societe BRL et d'une amorce oligonucleotidique oligo-dT 

12-18 commercialise par la Societe PHARMACIA. Le 
protocole de synthese de cet ADN complementaire est 
celui classiquement utilise (Ausubel, F.M., Brent, R. , 
Kingston, R.E., Moore, D.D, Seideman, J.G., Smith, J. A., 

25 Struhl, K. , Currents Protocols in Molecular Biology 

1993, Greene, Editions Wiley - Interscience). 

L'ADN complementaire obtenu a ensuite ete 
amplifie en utilisant la technique de la reaction de 
polymerisation en chaine en presence de deux amorces 

30 nucleotidiques : 

- LM8 ( 5 ' ATTACTCGGCGTCGGAGAT3 1 ) 

- LM9 ( 5 1 AACTAACGCTATATAAGTATCAG3 ' ) 
correspondant respectivement a une sequence localisee 
dans la region 3' de 1 ' insert du clone 23.12.10.33 (LM8) 

35 et a la sequence leader des ARN messagers du parasite 
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Leishmania major (LM9 ) . Les conditions de la reaction 
sont celles preconisees par le fournisseurs de 1 1 enzyme 
TAQ polymerase. Trente cycles ont ete effectues (1 
minute a 94°C, 2 minutes a 55°C et 3 minutes a 72°C) . 
5 Un fragment d'ADN de 1070 paires de bases a 

ainsi ete obtenu et sous clone entre les sites EcoRl et 
Smal du vecteur Bluescript commercialise par la Societe 
STRATAGENE . 

La sequence nucleotidique de cet insert a 
10 ete determinee et la sequence polypeptidique 

correspondante a ete deduite de la sequence 
nucleotidique . 

Ces sequences sont representees a la figure 
4 ainsi que dans la SEQ ID N0:1 de la liste de sequences 
15 en annexe. 

Cette sequence nucleotidique comporte une 
region 5' non traduite de 71 nucleotides suivie d'une 
sequence codante de 936 nucleotides et d'une sequence 3' 
non codante de 63 nucleotides. La sequence codante 
20 correspond a une proteine de 312 acides amines d'un 

poids moleculaire attendu de 3 5 kilodaltons (proteine 
p35) . 

VIII - La proteine p35 est largement 

25 conservee entre differentes especes du parasite 

Leishmania. 

La proteine p3 5 est largement conservee 
entre differentes especes du parasite Leishmania comme 
30 l'atteste les resultats de 1 1 experience d ' hybridation 

moleculaire representee a la figure 5. 

En consequence, la sequence nucleotidique 
codant pour la proteine p3 5 permet de definir, par 
hybridation dans des conditions de faible stringence, 
35 les acides nucleiques codant pour des proteines, 
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plypeptides et peptides presentant des homologies avec 
la proteine p3 5. 

Les conditions d ' hybridation de faible 
stringence indiquees ci-dessus sont par exemple les 
5 suivantes : 

- traitement de pre-hybridation du support 
sur lequel on fixe 1 ' acide nucleique represents dans la 
SEQ ID NO:l de la liste de sequences en annexe, a 42 °C, 
pendant 12 0 minutes avec une solution de pre-hybridation 

10 constitute de : formamide 50%, NaCl 900 mM, Na Citrate 

9 0 mM, SDS 1%, ADN de thymus de veau 100 |Xg/ml, solution 

de Denhart 5X; 

hybridation avec 1' acide nucleique 
complementaire pendant 18 heures a 42 °C dans une 
15 solution constitute de : formamide 30%, NaCl 900 mM, Na 

Citrate 90 mM, SDS 1%, ADN de thymus de veau 100 |lg/ml, 

solution de Denhart 5X, sulfate de dextran 40%; 

- 3 lavages de 30 minutes a 37 °C avec une 
solution constitute de NaCl 300 mM, Na Citrate 30 mM, 

20 SDS 0,1 %. 

La sequence nucleotidique codant pour la 
proteine p3 5, ou une forme modifiee ou une partie de 
celle-ci, peut ainsi etre utilisee comme sonde 
moleculaire pour le clonage de sequence homologue chez 

25 d'autres souches du parasite Leishmania . Par exemple, 

une sonde moleculaire preparee a partir de la sequence 
nucleique definie par la SEQ ID NO:l peut etre utilisee 
pour cribler une bangue d 1 ADN complementaire preparee a 
partir d'ARN de promastigotes de differentes souches de 

30 leishmania en utilisant des techniques bien connues de 

l'homme du metier (Ausubel, F.M., Brent, R. , Kingston, 
R.E., Moore, D.D, Seideman, J\G., Smith, J. A. , Struhl, 
K. , Currents Protocols in Molecular Biology 1993, 
Greene, Editions Wiley - Interscience) . 



35 
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De meme, des oligonucleotides appropries 
s'hybridant avec la sequence nucleique codant pour la 
proteine p35, peuvent etre utilisees dans des processus 
d 1 amplification par PCR pour le clonage de sequences 
5 nucliques homologues d'autres souches du parasite 

Leishmania selon les techniques classiquements utilisees 
(Ausubel, F.M., Brent, R. , Kingston, R.E., Moore, D-D, 
Seideman, J.G., Smith, J. A,, Struhl, K., Currents 
Protocols in Molecular Biology 1993, Greene, Editions 
10 Wiley - Interscience) . 

IX - Production de la proteine p35 ou 

d'une partie de celle-ci> 



15 La synthetise de la proteine p3 5 ou de 

formes tronquees de celle-ci peut etre realisee selon 
differentes techniques classiquement utilisees en 
microbiologie et en biologie moleculaire a partir de 
tout ou partie de la sequence nucleotidique codant pour 

20 la dite proteine. 

1) La production d'un acide nucleique peut 
etre realisee par exemple par 1 ' une des methodes 
suivantes : 

25 - Technique de PCR pour amplifier a partir 

d 1 ADN complementaire de promastigotes du parasite 
Leishmania major un fragment d 1 ADN correspondant a tout 
ou partie de la sequence de la la SEQ ID NO:l en annexe. 

- Synthese d'un oligonucleotide hybridant 

30 avec la sequence de la la SEQ ID NO : 1 en annexe et 

utilisation pour le criblage d'une banque d 1 ADN 
complementaire ou d'une banque genomique preparee a 
partir de la forme promastigote du parasite Leishmania. 
major. 
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2) La synthese de la proteine peut etre 
realisee par exemple par I'une des methodes suivantes : 

- Clonage de la sequence nucleotidique dans 
un vecteur d'expression procaryote (pET, pGST, ..) , 

5 production de la proteine recombinante et purification 

sur des colonnes d'affinite (Hochuli, E. , 1989, vol. 12, 
pages 87-89, In "Genetic Engineering, Principle . and 
Methods, J. K. Setlow Ed, Plenum Press, New York) . Des 
techniques similaires ont ete utilisees pour produire et 

10 purifier differentes proteines recombinantes , par 

exemple 1' aldolase du parasite Plasmodium Falciparum 
(Dobeli, H. , Trecziak, A., Gillesen, D., Matile, H., 
Srivastava, I.K., Perrin, L.H. , Jakob, P.E. & Certa, U. , 
1990 Molecular and Biochemical Parasitology, vol. 41, 

15 pages 259-268) ou la transcriptase reverse du virus HIV 

(Le Grice, S.F.J. & Gruenionger , -Leitch, F . , 1990 Eur. 
J. Biochem. , vol. 187, pages 307-314). 

- Clonage de la sequence nucleotidique dans 
un vecteur d'expression eucaryote (vecteur vaccine, 

20 bacculovirus , levure) et purification de la proteine 

correspondante a partir du surnageant cellulaire et/ou 
d'extraits proteiques prepares apres lyse des cellules. 
Une approche similaire a ete utilisee dans de tres 
nombreux cas , en particulier pour le clonage de genes 

25 dans des vecteurs vaccines recombinants (Janknecht, R. & 

de Martynoff, G. , Lou, J., Hipskind, R.A. , Nordheim, A. 
& Stunnenberg, H.G., 1991 PNAS , vol. 88, pages 8972- 
8976) . 

- Preparation de peptides et polypeptides 
30 synthetiques (Coligan, J.E., Kruisbeek, A., Margulies, 

D.H., Shevach, E.M. , Srober, W. , Currents Protocols in 
Immunology 1993, Greene, Editions Wiley - Interscience) . 
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X - Conception de nouveaux vaccine a 
partir de la proteine r>3 5 . 

Afin de determiner si la proteine p3 5 ou une 
5 partie de celle-ci pouvait etre utilisee comme vaccin 

pour proteger des sour is de la souche BALB/c qui sont 
susceptibles a 1 1 infection par le parasite Leishmania 
major, la proteine p24 a ete produite en grande quantite 
(culture de 500 ml) a partir des bacteries du clone 
10 23.12.10.33 et purifiee sur des colonnes d'af finite 

(resine Ni-NTA) . 

La proteine recombiante obtenue etait pure a 
plus de 99% (analyse par electrophorese a travers un gel 
de polyacrylamide (SDS-PAGE) ) . 
15 En parallele, une proteine recombinante 

controle (ovalbumine de poulet) a ete produite et 
purifiee dans les memes conditions. 

La proteine p24 ainsi que la proteine 
ovalbumine controle ont ensuite ete administrees en 
20 parallele a des souris de la souche BALB/c selon un 

protocole decrit par Afonso, L.C.C. et al . (Afonso, 
L.C.C., Scharton, T.M., Vieira, L.Q., Wysocka, M . , 
Trinchieri, G. , Scott, P., 1993 Science, vol. 263, pages 
235-237). 

25 Des quantites variables de proteines 

recombinantes (entre 100 ng et 50 |Lig) ont ete injectees 
dans les coussinets plantaires gauches de souris BALB/c 
agees de 6 a 8 semaines en presence (1 jag) ou en 
abscence d ' interleukine-12 . Dix jours plus tard, ces 

3 0 memes souris ont regu une injection intradermique de la 

proteine p24 ou de la proteine controle avec ou sans 
interleukine-12. Deux semaines plus tard, les souris ont 
ete infectees par injection intradermique de 10^ 
promastigotes metacycliques du parasite Leishmania 

35 major. Dix semaines apres 1* infection, la moyenne des 
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lesions des souris immunisees avec la proteine p24 en 
presence d ' interleukine-12 etait de 0.2 mm alors que 
celles des souris immunisees avec la proteine 
recombinante controle en presence ou en abscence 
5 d' interleukine-12 etait de 4 mm. De meme, la moyenne de 

la lesion des souris n ' ayant regu qu ' une injection 
d' interleukine-12 etait de 5 mm. 

La proteine p35 represente le premier 
antigene immunodominant du parasite Leishmania major mis 

10 en evidence a ce jour 

Les travaux ayant donne lieu a la presente 
invention permettent de produire cet antigene sous la 
forme d'une proteine recombinante par exemple dans 
Escherichia coli ce qui elimine les risques de 

15 contamination par d'autres proteines parasi taires . En 

outre, ces travaux off rent la possibility de doner le 
gene correspondant a tout ou partie de la proteine p3 5 
dans des vecteurs pouvant etre utilises pour la 
vaccination de populations humaines ou animales (BCG, 

20 vecteur vaccine) et plus particulierement : 

- les populations humaines a risque dans les 
pays ou la leishmaniose existe a 1 ' etat endemique comme 
le Soudan en Afrique centrale ou le Bresil en Amerique 
du Sud ; 

25 - les individus a risque dans les regions du 

monde occidental ou 1 'on observe une recrudescence des 
cas survenant chez l'adulte (Alpes Maritimes en France) ; 

les animaux comme les chiens qui 
constituent des reservoirs du parasite dans des pays 

30 developpes, en particulier dans le sud de la France, 

dans la region Provence-Cote d'Azur. 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



LTSTE DE SEQUENCES 
INFORMATION POUR LA SEP ID NO : 1 : 



CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : 

C) NOMBRE DE BRIN : 

D) CONFIGURATION : 

TYPE DE MOLECULE : 
HYPQTHETIQUE : 
ANTI-SENS : 
QRIGINE 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

D) STADE DE DEVELOPPEMENT : 
CARACTERISTIOUE ADDITIONNELLE 



1070 paires de bases et 312 acide amines 
acide nucteique et proteine correspondante 
ADN double brin 
lineaire 

ADNc 

non 

non 



Leishmania major 

Wordl Health Organisation strain WHOM/IR/-/1 
promastigote 



A) NOM/CLE : 

B) EMPLACEMENT 



proteine p35 

- de l'acide amine* 1 

- h l'acide amine* 312 

D) AUTRES INFORMATIONS IMPORT ANTES : sequence codante pour la proteine p35 

- du nucleotide 72 

- au nucleotide 1010 

CARACTERISTIOUE ADDITIONNELLE 



A) NOM/CLE : 

B) EMPLACEMENT : 



prot6ine p24 

- de l'acide amine* 142 

- h l'acide amine* 312 

D) AUTRES INFORMATIONS IMPORT ANTES : sequence codante pour la proteine p24 

- du nucleotide 495 

- au nucleotide 1010 



CARACTERISTIOUE ADDITIONNELLE 



A) NOM/CLE : 

B) EMPLACEMENT 



peptide de la proteine p24 

- de l'acide amine 156 

- h l'acide amin6 169 



DESCRIPTION DE SEQUENCE : SEP ID NO : 1 : 



AACTAACGCT ATATAAGTAT CAGTTTCTGT ACTTTATTGA TAAGTTTCTT CTCACTCCAC 60 

TTCGTTTCAC C ATG AAC TAC GAG GGT CAC CTG AAG GGT CAC CGA GGA TGG 110 
Met Asn Tyr Glu Gly His Leu Lys Gly His Arg Gly Trp 
15 10 

GTC ACC TCC CTG GCC TGC CCG CAG CAG GCG GGG TCG TAC ATC AAG GTG 158 
Val Thr Ser Leu Ala Cys Pro Gin Gin Ala Gly Ser Tyr lie Lys Val 
15 20 25 
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GTG 


TCG 


ACG 


TCG 


CGC 


GAT 


GGT 


ACG 


GTC 


ATC 


TCG 


TGG 


AAG 


GCC 


AAC 


CCC 


206 




Vol 


Ser 


i rix 


OCX 


Arg 








Val 


He 


Ser 


j. x jj 


i-i jr O 


Ala 


Asn 


Prn 






30 










35 










40 










45 




5 


GAC 


CGC 


CAC 


AGC 


TGG 


ACA 


GCG 


ACT 


ACG 


GTC 


TGT 


CGA 


ACC 


ACC 


GCC 


TCG 


254 




Asp 


Arg 


His 


Ser 


Trp 


Thr 


Ala 


Thr 


Thr 


Val 


Cys 


Arg 


Thr 


Thr 


Ala 


Ser 














50 










55 










60 








AGG 


GGC 


ACA 


CCG 


GCT 


TCG 


TGT 


CGT 


GCG 


TGT 


CGC 


TGG 


GCC 


ACG 


CCA 


CCG 


302 




Arg 


Gly 


Thr 


Pro 


Ala 


Ser 


Cys 


Arg 


Ala 


Cys 


Arg 


Trp 


Ala 


Thr 


Pro 


Pro 




10 








65 










/ U 










75 










TAC 


TAC 


GCG 


CTG 


ACC 


GTG 


TCC 


TGG 


GAC 


CGC 


TCC 


ATC 


CGT 


ATG 


TGG 


GAC 


350 




Tyr 


Tyr 


Ala 


Leu 


Thr 


Val 


Ser 


Trp 


Asp 


Arg 


Ser 


He 


Arg 


Met 


Trp 


Asp 










80 










85 










90 










15 






































CTG 


CGC 


ATT 


GGA 


CAG 


TGC 


CAG 


CGC 


AAG 


TTC 


CTG 


AAG 


CAC 


ACC 


AAG 


GAC 


398 




Leu 


Arg 


He 


Gly 


Gin 


Cys 


Gin 


Arg 


Lys 


Phe 


Leu 


Lys 


His 


Thr 


Lys 


Asp 








95 










100 










105 












20 


GTG 


CTC 


ACC 


GTC 


GCC 


TTC 


TCA 


CCG 


GAC 


GAC 


CGC 


CTG 


ATC 


GTG 


TCC 


GCG 


446 




Val 


Leu 


Thr 


Val 


Ala 


Phe 


Ser 


Pro 


Asp 


Asp 


Arg 


Leu 


He 


Val 


Ser 


Ala 






110 










115 










120 










125 






GGC 


CGC 


GAC 


AAC 


GTG 


ATC 


CGC 


GTG 


TGG 


AAC 


GTG 


GCG 


GGT 


GAG 


TGC 


ATG 


494 


25 


Gly 


Arg 


Asp 


Asn 


Val 


He 


Arg 


Val 


Trp 


Asn 


Val 


Ala 


Gly 


Glu 


Cys 


Met 














130 










135 










140 








CAC 


GAG 


TTC 


CTG 


CGC 


GAC 


GGT 


CAC 


GAG 


GAC 


TGG 


GTG 


AGC 


AGC 


ATC 


TGC 


542 




His 


Glu 


Phe 


Leu 


Arg 


Asp 


Gly 


His 


Glu 


Asp 


Trp 


Val 


Ser 


Ser 


He 


Cys 




30 








145 










150 










ICC 

155 










TTC 


TCG 


CCG 


TCG 


CTG 


GAG 


CAC 


CCG 


ATC 


GTG 


GTG 


TCC 


GGC 


AGC 


TGG 


GAC 


590 




Phe 


Ser 


Pro 


Ser 


Leu 


Glu 


His 


Pro 


He 


Val 


Val 


Ser 


Gly 


Ser 


Trp 


Asp 










160 










165 










170 










35 






































AAC 


ACC 


ATC 


AAA 


GTA 


TGG 


AAC 


GTG 


AAC 


GGG 


GGC 


AAG 


TGT 


GAG 


CGC 


ACG 


638 




Asn 


Thr 


He 


Lys 


Val 


Trp 


Asn 


Val 


Asn 


Gly Gly 


Lys 


Cys 


Glu 


Arg 


Thr 








175 










180 










185 












40 


CTC 


AAG 


GGC 


CAC 


AGT 


AAC 


TAC 


GTG 


TCC 


ACG 


GTG 


ACG 


GTG 


TCG 


CCA 


GAC 


686 




Leu 


Lys 


Gly 


His 


Ser 


Asn 


Tyr 


Val 


Ser 


Thr 


Val 


Thr 


Val 


Ser 


Pro 


Asp 






190 










195 










200 










205 






GGG 


TCT 


CTG 


TGC 


GCA 


TCT 


TGC 


GGC 


AAG 


GAC 


GGC 


GCG 


GTG 


CTG 


TTG 


TGG 


734 


45 


Gly 


Ser 


Leu 


Cys 


Ala 


Ser 


Cys 


Gly 


Lys 


Asp 


Gly 


Ala 


Val 


Leu 


Leu 


Trp 














210 










215 










220 








GAC 


CTG 


AGC 


ACC 


GGT 


GAG 


CAG 


CTG 


TTC 


AAG 


ATC 


AAC 


GTG 


GAG 


TCG 


GCC 


782 




Asp 


Leu 


Ser 


Thr 


Gly 


Glu 


Gin 


Leu 


Phe 


Lys 


He 


Asn 


Val 


Glu 


Ser 


Ala 




50 






225 










230 










235 










ATC 


AAC 


CAG 


ATC 


GGC 


TTC 


TCG 


ccc 


AAC 


CGC 


TTC 


TGG 


ATG 


TGC 


GTC 


GCG 


830 




lie 


Asn 


Gin 


He 


Gly 


Phe 


Ser 


Pro 


Asn 


Arg 


Phe 


Trp 


Met 


Cys 


Val 


Ala 





240 245 250 

55 
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ACG GAG AGG TCT CTG TCC GTG TAC GAC CTG GAG AGC AAG GCC GTG ATT 878 
Thr Glu Arg Ser Leu Ser Val Tyr Asp Leu Glu Ser Lys Ala Val lie 
255 260 265 

5 GCG GAG CTG ACG CCG GAC GGC GCG AAG CCG TCG GAG TGC ATC TCC ATT 926 

Ala Glu Leu Thr Pro Asp Gly Ala Lys Pro Ser Glu Cys lie Ser lie 
270 275 280 285 

10 GCC TGG TCC GCC GAC GGC AAC ACT CTG TAC TCC GGC CAC AAG GAC AAC 974 

Ala Trp Ser Ala Asp Gly Asn Thr Leu Tyr Ser Gly His Lys Asp Asn 
290 295 300 

CTG ATC CGC GTG TGG TCC ATC TCC GAC GCC GAG TAA TGGCCGCGCG 1020 
15 Leu lie Arg Val Trp Ser lie Ser Asp Ala Glu * 

305 310 

CTGCTCGTGC CGGACGGCGT GGTAGGCGAG GGAGAACGAG CGAGAAGTGA 1070 



20 
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REVEND I CAT I ONS 



1) Proteine caracterisee en ce qu'elle 
comprend la sequence de 312 acides amines representee 

5 dans la SEQ ID NO:l en annexe, ou une forme modifiee ou 

une partie de celle-ci des lors qu'elle est reconnue par 
un anticorps anti-p35. 

2) Proteine selon la revendication 1, 
10 caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence d'au 

moins 10 acides amines consecutifs dans la SEQ ID NO:l 
en annexe, ou une forme modifiee de celle-ci possedant 
au moins 40 % d'homologie avec ladite sequence. 

15 3) Proteine selon 1 ' une quelconque des 

revendications 1 a 2, caracterisee en ce qu'elle 
comprend la sequence delimitee par les acides amines 
situes aux positions 143 et 312 dans la SEQ ID NO:l en 
annexe, ou une forme modifiee de celle-ci possedant au 

20 moins 40 % d'homologie avec ladite sequence. 



4) Proteine selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 2, caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou est constitute par la sequence peptidique de 
25 18 acides amines delimitee par les acides amines situes 

aux positions 156 et 173 dans la SEQ ID NO:l en annexe, 
ou une forme modifiee de celle-ci possedant au moins 
40 % d'homologie avec ladite sequence. 

30 5) Conjugue presentant des proprietes 

antigeniques , caracterise en ce qu'il est constitue par 
une proteine selon l'une des revendication 1 a 4 couple 
a une molecule porteuse. 
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6) Anticorps notamment monoclonal dirige 
contre au moins une proteine selon l'une quelconque des 
revendicat ions 1 a 4 ou un conjugue selon la 
revendication 5. 

5 

7) Acide nucleique codant pour une proteine 
selon l'une quelonque des revendicat ions 1 a 4. 

8) Acide nucleique selon la revendication 7 
10 caracterise en ce qu'il comprend la sequence 

nucleotidique representee dans la SEQ ID N0:1 en annexe, 
ou une forme modifiee ou une partie de celle-ci des lors 
qu'elle est capable de s'hybrider avec ladite sequence 
ou avec son complementaire. 

15 

9) Acide nucleique selon l'une quelconque 
des revendications 7 a 8, caracterise en ce qu'il 
comprend la sequence delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 72 et 1010 dans la SEQ ID NO:l en 

20 annexe, ou une forme modifiee ou une partie de celle-ci 

des lors qu'elle est capable de s'hybrider avec ladite 
sequence ou avec son complementaire. 

10) Acide nucleique selon l'une quelconque 
25 des revendications 7 a 9, caracterise en ce qu'il 

comprend la sequence delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 49 8 et 1010 dans la SEQ ID NO:l en 
annexe, ou une forme modifiee ou une partie de celle-ci 
des lors qu'elle est capable de s'hybrider avec ladite 
30 sequence ou avec son complementaire. 

11) Sonde nucleotidique constitute d ' un 
acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 10 ou de son complementaire, 

3 5 eventuellement marque. 
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12) Acide nucleique recombinant caracterise 
en ce qu'il comprend un acide nucleique selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 10 associe avec un 
promoteur et/ou un terminateur de transcription reconnu 
par les enzymes de la cellule hote dans laquelle ledit 
acide nucleique recombinant est introduit. 

13) Vecteur recombinant caracterise en ce 
qu'il comporte un insert d' acide nucleique selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 10. 

14) Cellule eucaryote ou procaryote 
caracterisee en ce qu'elle incorpore un acide nucleique 
recombinant selon la revendication 12 ou un vecteur 
recombinant selon la revendication 13 . 

15) Virus recombinant caracterise en ce 
qu'il incorpore un acide nucleique recombinant selon la 
revendication 12 . 

16) Composition antigenique comprenant a 
titre d ' agent actif au moins une proteine selon 1 1 une 
quelconque des revendications 1 a 4 et/ou un conjugue 
selon la revendication 5 . 

17) Methode de depistage In vitro de la 
leishmaniose caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'au moins un anticorps 
selon la revendication 6 avec un prelevement biologique 
d'un sujet susceptible d'etre infecte par un parasite 
responsable de leishmaniose, dans des conditions 
permettant la formation d'un complexe immunologique 
entre ledit anticorps et les proteines antigeniques 
contenus dans le prelevement; 
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- la detection dudit complexe par tout moyen 

approprie. 

18) Trousse de diagnostic pour la mise en 
5 oeuvre de la methode selon la revendication 17, 

caracterise en ce qu'elle comprend : 

- une quantite determinee d ■ au moins un 
anticorps selon la revendication 6, 

- un milieu approprie a la formation de 
10 complexes immunologiques avec ledit anticorps, 

- des reactifs permettant la detection des 
complexes eventuellement formes, 

- eventuellement des echantillons temoins. 

15 19) Methode de depistage in vitro de la 

leishmaniose caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'au moins une proteine 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 ou d'un 
conjugue selon la revendication 5 ou d'une composition 

20 antigenique selon la revendication 16, avec un 

prelevement biologique d'un sujet susceptible d'etre 
infecte par un parasite responsable de leishmaniose, 
dans des conditions permettant la formation d'un 
complexe immunologique entre ladite proteine ou 

25 composition antigenique et les anticorps anti-p35 

eventuellement presents dans le prelevement analyse, 

- la detection dudit complexe par tout moyen 

approprie . 

30 20) Trousse de diagnostic pour la mise en 

oeuvre de la methode selon la revendication 19, 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- une quantite determinee d ' au moins une 
proteine selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 
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ou d'un conjugue selon la revendicat ion 5 ou d'une 
composition antigenique selon la revendication 16, 

- un milieu approprie a la formation de 
complexes immunologiques avec ladite proteine ou ladite 
composition antigenique, 

- des reactifs permettant la detection des 
complexes eventuellement formes, 

- eventuellement des echantillons temoins . 

21) Composition pharmaceutique utile comme 
vaccin chez 1'homme ou 1 ' animal contre la leishmaniose , 
caracterisee en ce qu'elle comporte a titre d 1 agent 
actif au moins une proteine selon l'une des 
revendications 1 a 4 ou un virus recombinant vivant 
selon la revendication 15 eventuellement dans un 
vehicule pharmac eu t iquemen t acceptable. 
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